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Einfluß von Lagerung und Temperatur auf die Analyse von Steroiden
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(Eingegangen am 1. Oktober 1983/19. Januar 1984)
Zusammenfassung: Wir untersuchten den Einfluß der Lagerung auf Blut- und Plasmaproben, der Aufbewah-
rung bei verschiedenen Temperaturen sowie lOmaligen Auftauens und Einfrierens auf die Analyse folgender
Steroide: Cortisol, Aldosteron, 17-Hydroxyprogesteron, Testosteron, Androstendion, Dehydroepiandroste-
ronsulfat, Östron und östradiol sowie Sexualhormone bindendes Globulin (SHBG) und die Bindung von
Cortisol und Testosteron im Plasma.
Zehnmaliges Einfrieren und Auftauen beeinflußte die Analysenergebnisse der Steroide und ihre Plasmabin-
dung nicht, so daß Mehrfachanalysen zu verschiedenen Zeiten aus einer Plasmaprobe möglich sind. Die
Lagerung von Plasmaproben bei Raum- oder Kühlschranktemperatur (22 °C bzw. 4 °C) über 4 Tage erbrach-
te gegenüber einer Lagerung bei —28 °C keine entscheidenden Nachteile im Analysenergebnis. Allein bei
Östron, östradiol, Aldosteron und Androstendion kam es zu einem Abfall der Mittelwerte, die jedoch alle im
2 SD-Bereich der Analysenvärianz lagen. Auch SHBG und die Bindung von Cortisol und Testosteron blieben
durch diese Art der Vorbehandlung unbeeinflußt. Durch die Lagerung der Proben als Vollblut bei 4 °C oder
22 °C waren Abweichungen in den meisten Analysenergebnissen nachweisbar; diese waren jedoch relativ
gering (<10%). Allein Aldosteron (12%) und Androstendion (14,5%) wiesen einen nennenswerten Abfall
auf. Dagegen führte die Lagerung als Vollblut bei 22 °C zu einer deutlichen Änderung der Steroidbindung,
die für Testosteron 26% und für Cortisol 15% betrug.
Aus den Untersuchungen folgt, daß Steroide und ihre Plasmabindung in Blut oder Plasma gegenüber den
meisten üblichen äußeren Einflüssen relativ stabil sind und auch aus weniger sorgfältig behandelten Proben
(Postversänd) in der Regel noch ausreichend zuverlässig analysiert werden können.
Influence of storage and temperature on steroid analysis in plasma and blood
Summary: In the analysis of steroid Jiormones careful attention is usually paid to blood collection and plasma
storage. However, the appropriate care of samples cannot always be assured in routine work with steroids.
Therefore, the stäbility of Cortisol, aldosterone, 17-hydroxyprogesterone, testosterone, androstenedione, de-
hydroepiandrosteronesulphate, oestrone, oestradiol, sex hormone binding globulin (SHBG) and, the binding
of testosterone and cortisol to plasma proteins in blood and plasma were studied before and after various
handling prpcedures,
Ten cycles of alternate freezing and thawing of plasma did not significantly affect the levels of the steroids or
their plasma binding. The greatest differences, compared with controls, were seen for aldosterone (-6.2%)
and oestradiol (-5.3%). Plasma storage at -28 °C was hardly superior to a 4 days storage at 4 °C (refrigera-
') Unterstützt durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (Kl 346).
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tor) or 22 °C (room temperature). Although androstenedione (-10.9%), oestrone (-10.2%) and oestradiol
(-12.2%) levels decreased by more than 10%, the means of all analyses were still in the 2 SD ränge. Even
SHBG and the steroid binding were only slightly affected by temperature. When whole blood was stored at
4 °C or 22 °C, the resulting values differed from those obtained with plasma, but the differences were usually
less than 10%. Although the levels were within the 2 SD ränge, whole blood showed a decrease of 12.3% for
aldosterone and 14.5% for androstenedione. In contrast, plasma binding of testosterone (25.9%) and cortisol
(15.1%) were substantially affected by storage at 22 °C in whole blood.
It is concluded that repeated freezing and thawing of plasma, or storage at various temperatures have only a
small effect on the measured levels of steroids and their plasma binding. Although it is not advisable, even
whole blood may be used for the analysis of steroid concentrations.
Einführung
Bei Durchsicht der methodischen Abschnitte wis-
senschaftlicher Publikationen findet man kaum eine
Arbeit über Steroidhormone, in der nicht auf die be-
sondere Sorgfalt der Probennahme und -behandlung
eingegangen Wird. Diese Sorgfalt kann bei wissen-
schaftlichen Untersuchungen eingehalten werden, ist
jedoch bei vielen Routineuntersuchungen nicht im-
mer gewährleistet und stellt in einem Labor, das
auch eingesandte Proben analysiert, eher die Aus-
nahme dar. Diese „präanalytische Sorgfalt zur Eli-
mination von Störfaktoren" (l, 2, 3) scheint auch er-
forderlich zu sein, wenn man die vielen Möglichkei-
ten einer Änderung der Molekülstruktur von Stero-
iden und ihrer Plasmabindung vermeiden will: Enzy-
me im Plasma sind nämlich in der Lage, Proteine ab-
zubauen (4, 5), Erythrocyten können Steroide bin-
den (6) und metabolisieren (7, 8, 9); Lymphocyten
und Granulocyten binden Steroidhormone durch in-
trazelluläre Rezeptoren (10), und es sind eine Viel-
zahl von Bakterien bekannt, die Steroide zu verän-
dern vermögen (11, 12). Dies gilt in noch stärkerem
Maße, wenn man berücksichtigt, daß einige der am
häufigsten gemessenen Steroidhormone an Plasma-
proteine gebunden sind (13), die gegenüber Verän-
derungen durch Enzyme, Temperatur oder Bakte-
rien besonders empfindlich zu sein scheinen (4). Aus
diesem Grunde ist es verwunderlich, daß bisher nur
wenige Publikationen vorhanden sind (14, 15, 16),
die meist für einzelne Steroide versuchten, das Aus-
maß solcher präanalytischer Störfaktoren zu bestim-
men.
Wir untersuchten deshalb den Einfluß von Lage-
rung, von Temperatur (4 °C und 22 °C) und mehrfa-
chem Auftauen auf die Konzentration der wichtig-
sten, in unserem Labor gemessenen Steroide. Da bei
extremen Hormonwerten sich oft die Frage nach
dem freien Hormonanteil (bzw. der Konzentration
an Bindungsprotein) stellt, wurden die Proben vor
Messung von freiem Cortisol, freiem Testosteron
und Sexualhormone bindenden Globülin (SHBG)
dem gleichen Verfahren der präanalytischen Pro-
benbehandlung unterzogen.
Methodik
Untersucht wurde das Blut nüchterner männlicher Patienten, die
wegen Hämochromatose regelmäßig eine Aderlaßtherapie erhiel-
ten. Außer der Hämochromatose lagen entsprechend den klini-
schen und klinisch-chemjschen Kenngrößen keine weiteren Er-
krankungen vor. Die Leberfunktion war in allen Fällen normal,
und ein Diabetes mellitus bestand nicht. Etwa 500 ml Blut wurde
als Aderlaß zwischen 8.00 und 9.00 Uhr einer Kubitalvene ent-
nommen, sofort heparinisiert und für jedes einzelne Steroid in je-
weils 6 mal 6 Proben aufgeteilt. Jeweils 6 dieser Proben wurden
vor Analyse einer gleichartigen Behandlung unterzogen:
1. Sechs Plasmaproben wurden nach Zentrifugation sofort bei
-28°C eingefroren und dienten als Kontrollen.
2. Sechs Plasmaproben wurden bei -28 °C eingefroren und 24 h
später bei Raumtemperatur (22 °C) über 8 h aufgetaut. Dieser
Vorgang des Einfrierens und Auftauens wurde lOmal wieder-
holt, bevor eine Steroidanalyse erfolgte.
3. Sechs Plasmaproben wurden 4 Tage lang bei 4 °C gelagert, und
4. sechs Plasmaproben lagerten über 4 Tage bei 22 °C.
5. Sechs Proben mit Vollblut wurden ebenfalls über 4 Tage bei
4°C belassen bevor sie zentrifugiert wurden.
6. Sechs Proben mit Vollblut wurden 4 Tage lang bei 22 °C vor
Abtrennung des Plasmas gelagert.
Nach dieser präanalytischen Behandlung lagerten alle Proben bei
-28°C bis zur Analyse der einzelnen Steroide.
Probengewinnung und -aufteilung erfolgte in Plastikgefäßen ohne
spezielle Vorsicht bezüglich Sterilität, so daß weitgehend Labora-
toriumsroutine-Bedingungen vorlagen. Um Verdunstung zu ver-
meiden, wurden die Probengefäße bis zur Analyse sicher ver-
schlossen gehalten.
Die Steroide wurden radioimmunologisch unter Verwendung spe-
zifischer Antikörper gemessen. Außer Dehydroepiandrosteron-
sulfat und in einem Zusatzversuch Testosteron wurden alle Ste-
roide vor Analyse Chromatographien. Alle Analysen werden in
unserem Labor routinemäßig durchgeführt. Bei der Messung von
JDehydroepiandrosteronsulfat und Testosteron (ohne Chromato^·
graphie) wurden käufliche Kits verwendet (Bio-Merieux, Nörtin^
gen), während die übrigen Steroide mit.eigenen Antikörpern nach
chromatographischer Reinigung gemessen wurden: Cortisol (17),
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Aldosteron (18) 17-Hydroxyprogesteron (19), östron, östradiol
(20), Testosteron und Androstendion (21). Des weiteren wurde
mit Hilfe der Gleichgewichtsdialyse freies Cortisol und freies Te-
stosteron gemessen (17). SHBG wurde durch Ammoniumsulfat-
präzipitation und mit Dihydrotestosteron als Marker bestimmt
(22).
Die Sensitivität der Messung von Steroiden betrug 5—11 pg pro
Ansatz. Die Variationen der Bestimmung von Tag zu Tag (inter-
assay Variation) wurden im Verlaufe von 1—5 Jahren ermittelt.
Sie betrugen in der Regel weniger als 10%, im einzelnen: Cortisol
(3,8%), Aldosteron (8,7%), 17-Hydroxyprogesteron (5,5%), Te-
stosteron (4,4%), Testosteron ohne Chromatographie (3,8%),
Androstendion (8,1%), Dehydroepiandrosteronsulfat (5,0%),
östron (5,3%), östradiol (6,4%), SHBG (4,7%), freies Testoste-
ron (12,4%), freies Cortisol (8,9%). Es wurde versucht, alle Be-
stimmungen in möglichst wenigen Assays durchzuführen. Mitge-
laufene Standards sicherten die Vergleichbarkeit der einzelnen
Meßserien. Die Ergebnisse sind angegeben als ± SD. StudenCs
t-Test wurde zur statistischen Analyse verwendet.
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Ergebnisse
Die gemessenen Konzentrationen der Steroide in
den Kontrollplasmen lagen im Bereich gesunder
männlicher Probanden mit Ausnahme von Testoste-
ron, das' bei Patienten mit Hämochromatose ernied-
rigt gefunden wird (23).
Einf luß wiederhol ten E in f r i e rens und Auf-
tauens
Zehnmaliges Einfrieren und Auftauen
Zehnmaliges Einfrieren (bei -28 °C) und zehnmali-
ges Auftauen über 8 h (bei 22 °C) änderte die Kon-
zentrationen der Steroide im Plasma nicht signifi-
kant; alle Werte liegen im l SD-Bereich (Abb. l—
4). Auch im direkten Vergleich mit den Kontrollen
war für kein Steroid ein signifikanter Unterschied
aufdeckbar. Das gleiche gilt bei Bestimmung der
freien Steroide von Cortisol und Testosteron oder
des Bindungsproteins SHBG, deren Werte fast iden-
tisch mit den Kontrollen sind. Die Abbildungen zei-
gen jedoch auch, daß Aldosteron, Androstendion,
Dehydroepiandrosteronsulfat, Östron, Östradiol
und freies Testosteron einen leichten - nicht signifi-
kanten - Abfall von etwa 5% (4,3-6,2%) aufwei-
sen.
Einf luß der Lagerung von Plasmaproben
bei verschiedenen Tempera turen
Lagerung bei 4°C
Bei Lagerung der Plasmaproben über 4 Tage bei
4 °C weisen Östron, Östradiol und das freie Testo-
steron eine signifikante Abnahme auf. Ähnlich emp-
findlich reagierte Aldosteron (Abfall von 8,1%) und
das Androstendion (Abnahme von 7,3%), ohne daß
hier jedoch die (intraassay) Varianz der Meßmetho-
de unterschritten wurde. Die Abweichung der übri-
gen Steroide von den Kontrollwerten war minimal
und lag zwischen 0,7% (Dehydroepiandrosteronsul-
fat) und 2,5% (Cortisol). Auffällig ist die größere
Abweichung von Testosteron (6,0%) gegenüber der
des direkt gemessenen Testosterons ohne Chroma-
tographie.
Abb. 1. Stabilität von Cortisol, Aldosteron und 17-Hydroxypro-
gesteron in Plasma und Blut. Der Varianzbereich, ausge-
drückt als 2 SD-Bereich bei Messung von Tag zu Tag,
bezogen auf den Mittelwert der Kontrollen, ist neben der
Abszisse eingetragen. Die Abweichung (%) der Mittel-
werte der einzelnen Plasma- und Blutserien von den
Kontrollen ist eingezeichnet.
x: p < 0;05, xx: p < 0,01 bei Vergleich der behandelten
Proben mit den Kontrollen.
Lagerung bei 22 °C
Bei Lagerung der Plasmaproben über 4 Tage bei
22 °C war bei den meisten Steroiden der Abfall stär-
ker ausgeprägt als bei der niedrigeren Temperatur
von 4 °C (Abb. 1—4). Der Unterschied zu den Kon-
trollen war signifikant (p < 0,05) für Aldosteron,
Testosteron, Androstendion, östron, östradiol und
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Abb. 2. Stabilit t von Testosteron, Androstendion und Dehy-
droepiandrosteronsulfat. Testosteron wurde einmal mit
und einmal ohne Chromatographische Reinigung gemes-
sen. Weitere Angaben s. Legende Abb. 1.
Abb. 3. Der Einflu verschiedener pr analytischer St rfaktoren
auf die Konzentrationen von stron und stradiol. Wei-
tere Angaben s. Legende Abb. 1.
Aldosteron (12,3%) und Androstendion (14,5%)
deutlicher betroffen waren (p < 0,05). SHBG zeigte
keine signifikante Beeintr chtigung durch diese
Vorbehandlung (4,9%). Cortisol war gegen ber den
Kontrollen gering h her (6,8%).
freies Testosteron. Auff llig war, da SHBG und
freies Cortisol relativ gering von dieser Lagerung bei
4 °C bzw. 22 °C beeinflu t wurden. Die Differenz zu
den Kontrollen betrug nur 1,0% (SHBG) bzw. 2,3%
(freies Cortisol).
E i n f l u der Lagerung von Vol lb lu t bei ver-
schiedenen Temperaturen
Lagerung bei 4°C
Die Lagerung von Vollblut bei 4°C ber 4 Tage
f hrte nur zu geringen Ver nderungen der Konzen-
trationen von 17-Hydroxyprogesteron (1%), stron
(4,1%), Testosteron (5,1%), Dehydroepiandroste-
ronsulfat (1%) und den freien Steroiden, w hrend
Lagerung bei 22 °C
Nach 4-t giger Lagerung der Blutproben bei Raum-
temperatur (22 °C) fanden sich die gr ten Abwei-
chungen f r das freie Cortisol und das freie Testoste-
ron (15,1% und 25,9%), die mit nachlassender Bin-
dung an Plasmaproteine deutlich zunahmen. SHBG
war durch diese Vorbehandlung wenig beeinflu t
(4,4%). Gegen ber den gleichartig behandelten
Plasmaproben fand sich kein signifikanter Unter-
schied mit Ausnahme von Cortisol, das wiederum ei-
ne leicht h here Konzentration aufwies. iBetroffen
waren vorwiegend Aldosteron (10,6%), stron
(6,6%), stradiol (6,3%), Testosteron (8,6%), An-
"drostendion (9,1%), w hrend 17-Hydroxyprogeste-
ron, Dehydroepiandrosteronfulfat und SHBG nur
um 2,1-4,9% abwichen.
J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 22, 1984 / No. 5
KJey und Rick: Einfluß von Lagerung und Temperatur auf Steroidanalysen in Plasma und Blut 375
22
ö
l 20
18J
r
•
. . , -
2 l|3^* U,<9 1 i,\J£
1
8 0.023:
§ I| 0,020^
c
fc 1· v 8*
^•
y
 * ^»
ttu
0 ·
«· -
"c 5,08 8,12X 9,U* 1,02 25.89
8 0,05-
o
c
- 0.04-
2.29
l
0.69 2.29 2.29
Abweichung (%]
15.14
5
SS
G c
?
_
-3<
»
cD_
»
CN
£ CM
s.
•2
-J-
* .«
5 §-»
».-
_J -
Abb. 4. Stabilität von Bindungsproteinen im Plasma. Gemessen
wurde SHBG (Sexualhormone bindendes Globulin) so-
wie das freie Testosteron und das freie Cortisol nach un-
terschiedlicher Vorbehandlung der Plasma- bzw. Blut-
proben. Weitere Angaben s. Legende Abb. 1.
Bestimmt man die durchschnittliche Abweichung
der Steroidkonzentration von den Kontrollen, her-
vorgerufen durch die hier untersuchten Störfaktoren
(Tab. 1), dann bewirkt mehrfaches Auftauen und
Einfrieren der Plasmaproben die geringste Verände-
rung, und ist der „größte" Störfaktor die Lagerung
bei 22 °C (Raumtemperatur). Dabei ergeben sich
keine deutlichen Unterschiede, ob die Proben als
Blut oder Plasma gelagert wurden, Anders ist es je-
doch bei den Bindungskenngrößen freies Testoste-
ron und freies Cortisol, wo Lagerung als Vollblut
über 4 Tage bei 22 °C zu erheblichen Abweichungen
führte. Aus Tabelle l folgt außerdem, daß eine ge-
wisse „Hierarchie" für die Stabilität der Steroide
aufgestellt werden kann. Danach sind Aldosteron,
Androstendion und die östrogene besonders emp-
findlich, während 17-Hydroxyprogesteron, Dehy-
droepiandrosteronsulfat, Cortisol und Testosteron
für die gewählten Störfaktoren relativ stabil sind.
Insgesamt fanden sich nur wenige Einzelproben und
keine Mittelwerte, die in ihren Konzentrationen au-
ßerhalb des 2 SD-Bereichs der Analysenvarianz la-
gen.
Diskussion
Die Untersuchungen bestätigen einige frühere Ein-
zelbefunde (14,15,16, 24) und zeigen, daß auch we-
niger sorgfältig behandelte Proben hinreichend zu-
verlässig auf Steroide analysiert werden können.
Sowohl bei wissenschaftlichen als auch bei Routi-
neuntersuchungen ist es gelegentlich notwendig, ei-
ne Analyse zu wiederholen bzw. ein weiteres Hor-
mon aus der gleichen Plasmaprobe zu messen. Wie
die Versuche mit zehnmaligem Auftauen und Ein-
frieren zeigen, ist dies möglich, ohne einen entschei-
denden Fehler in der Analyse von Steroiden zu ris-
kieren (14).
Da Plasmaproben häufig mit der Post gesendet wer-
den — teilweise in Eis verpackt — untersuchten wir
den Effekt der Temperatur auf die Stabilität von
Steroiden. Es wurde ein Zeitraum von 4 Tagen ge-
wählt, da dieser auch bei Postsendungen selten über-
schritten wird. Diese Art der Lagerung führte zu ei-
nem Abfall der meisten gemessenen Steroidkonzen-
trationen. Er beträgt bei 4 °C jedoch nur etwa 4,8%
(0,8-11,4%) und bei 22 °C 6,7% (0-12,2%). Die
Abweichung liegt in allen Fällen noch im 2 SD-Be-
reich für die Messung der einzelnen Steroide. Dieser
Fehler ist für wissenschaftliche Fragen nicht mehr
tolerabel, ist jedoch bei der Interpretation der mei-
sten klinischen Untersuchungen von geringerer Re-
levanz.
Gelegentlich werden statt Plasma Blutproben zuge-
sendet, oder eine Zentrifugation der Probe ist wäh-
rend der Nacht oder am Wochenende nicht sofort
möglich. Wie die Untersuchungen zeigen, ist es bei
den meisten Steroiden gleichgültig, ob die Proben als
Plasma- oder Blutproben gelagert wurden, liegt
doch die Abweichung der Steroidkonzentrationen
etwa in der gleichen Größenordnung. Eine Hämoly-
se war in den Blutproben nicht nachweisbar, jedoch
dürfte auch dies keinen zusätzlichen Fehler hervor-
rufen (16). Auch bei Vollblut zeigte sich, daß die La-
gerung bei 4 °C gegenüber der bei 22 °C keinen ent-
scheidenden Vorteil lieferte. Bei der Lagerung als
Vollblut fanden sich die größten Abweichungen zu
den Kontrollen für Aldosteron (Abfall maximal bis
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Tab. 1. Abweichung der Mittelwerte der Meßdaten aus Abbildung 1-4 von den Kontrollen in Abhängigkeit von den „präanalytischen
Störfaktoren44 (xj) bzw. den gemessenen Steroiden (X2). Im unteren Teil der Tabelle sind die Werte für die Steroidbindung und
das Bindungsprotein SHBG angegeben.
Entsprechend dieser Synopsis sind die „empfindlichsten" Steroide Aldosteron, Androstendion, östradiol und östron und der
„größte44 Störfaktor für Steroide und deren Bindung die Lagerung von Plasma oder Blut über 4 Tage bei Raumtemperatur.
Kenngröße
Cortisol
Aldosteron
1 7-Hydroxyprogesteron
Testosteron
Testosteron ohne Chromatographie
Androstendion
Dehydroepiandrosteronsulfat
östron
östradiol
Plasma
Zehnmaliges
Einfrieren und
Auftauen
0,90
6,15
1,04
2,43
0,27
4,55
4,56
4,28
5,27
Lagerung
4 Tage
bei4°C
2,53
8,05
2,08
5,97
0,81
7,27
0,72
10,21
11,36
Lagerung
4 Tage
bei 22 °C
6,25
12,99
0,00
8,41
3,51
10,91
4,32
9,39
12,17
Blut
Lagerung
4 Tage
bei 4 °C
6,76
12,30
1,04
4,20
5,14
14,55
0,96
4,12
6,69
• r
Lagerung
4 Tage
bei 22 °C
7,60
10,59
2,08
8,63
8,38
9,09
4,92
6,59
6,29
X2
4,81
10,02
1,25
5,93
3,62
9,27
3,10
6,92
8,36
x, 3,27 5,44 7,55
SHBG
Freies Testosteron
Freies Cortisol
x, 2,97 3,04 4,15
6,20
2,73
7,13
25,14
5,92
1,54
5,08
2,29
0,31
8,12
0,69
1,02
9,14
2,29
4,91
1,02
2,29
4,40
25,89
15,14
2,44
9,85
4,54
5,61
12,3%) und Androstendion (14,55%). Diese Unter-
schiede in der Beeinflussung der Meßergebnisse
durch Lagerung könnten zum Teil durch eine erhöh-
te intrazelluläre Konversion bzw. Metabolisierung
einzelner Steroide bedingt sein, wie in in-vitro-Ver-
suchen mit Erythrocyten beim Testosteron, beim
Androstendion (8, 9) und bei den Gestagenen (25)
sowie in-vivo bei den Östrogenen und Androgenen
(26, 27, 28) durch Messung der Konversion nachge-
wiesen wurde. Überraschend war die Zunahme von
Cortisol im Vollblut bei Lagerung über 4 Tage.
Möglicherweise läßt die Adsorption von Cortisol an
Erythrocyten (6) im Laufe der vier Tage nach, oder
intrazelluläres Cortisol (8, 29) wird freigesetzt.
Frühere Untersuchungen hatten gezeigt, daß einige
Proteohormone (5, 15, 30), und Bindungsproteine
(4) bei Raumtemperatur instabil sind, so daß der
größte Einfluß durch „präanalytische Störfaktoren"
bei den Bindungsproteinen erwartet wurde. Jedoch
war der Anteil an freiem Cortisol und an freiem Te-
stosteron in unseren Untersuchungen kaum verän-
dert und zeigte sogar bei den Versuchen mit Plasma-
proben oft geringere Abweichungen als es bei Mes-
sung der Gesamtsteroide der Fall war. Bei den Voll-
blutproben, die über 4 Tage bei 22 °C gelagert hat-
ten, findet sich jedoch sowohl für das freie Cortisol
wie für das freie Testosteron eine erhebliche (p <
0,01) Abnahme der Bindung. Bei dein Verfahren
der Messung der freien Hormonanteile wird nicht
unterschieden zwischen Bildung,an SHBG, Trans-
cortin und Albumin (13, 31). Es wurde deshalb ge-
prüft, ob das spezifische Bindüngsprotein ebenfalls
durch Lagerung und Temperatur verändert wird.
Wie die Messung von SHBG zeigt, ist selbst bei La-
gerung unter Raumtemperatur über 4 Tage kein si-
gnifikanter Abfall eingetreten. Dies widerspricht ei-
ner früheren Mitteilung (4), wo jedoch vergleichbare
systematische Untersuchungen nicht durchgeführt
wurden. Die mangelnde inverse Korrelation zwi-
schen SHBG und freiem Testosteron könnte durch
die praktisch unbegrenzte Bindungskapazität von
Albumin bedingt sein (13), so daß isolierte Verände-
rungen der Bindungsproteine verdeckt werden kön-
nen (31).
Eine weitere Frage war, wie stabil Steroidkonjugate
sind. Zu diesem Zweck wurde das DeHydroepian-
drosteronsulfat untersucht. Auch hier waren die Ab-
weichungen zu den Kontrollwerten äußerst gering
und, wie die Messung von Dehydroepianrosteron in
einem Zusatzversuch zeigte, lag auch kein nennens-
werter Abbau von Dehydroepiandrosteronsulfat zu
Dehydroepiandrosteron vor.
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Da viele Steroide heute mittels käuflicher Kits ohne
Chromatographie gemessen werden, sollte in einer
Zusatzuntersuchung geklärt werden, ob mit dieser
unspezifischeren Methode ähnliche Meßergebnisse
gefunden werden. Bei dem hier verwendeten Kit wa-
ren die Testosteronkonzentrationen bemerkenswert
stabil und differierten nicht wesentlich mit den Wer-
ten, die im spezifischeren Verfahren gemessen wur-
den.
Um Abweichungen in den Meßdaten spezifisch auf
das gemessene Steroid beziehen zu können, wurden
sie vor Analyse chromatographisch gereinigt. Wie
die Untersuchungen mit Testosteron zeigen, ist dies
nicht zwingend notwendig. In der Zwischenzeit wur-
de auch die Stabilität von Cortisol unter Verwen-
dung der kompetitiven Proteinbindungsmethode oh-
ne Chromatographie (32) untersucht. Soweit bishe-
rige Lagerungs- und Auftauversuche mit Plasma (bis
zu 2 Jahren) zeigen, ergeben sich mit dem spezifi-
scheren, hier verwendeten Meßverfahren, vergleich-
bare Meßdaten.
Es stellt sich die Frage, ob die verwendeten Plasma-
und Blutproben von Patienten mit Hämochromatose
repräsentativ sind auch für die Gesunder oder von
Patienten mit anderen Erkrankungen. Aufgrund
ausgedehnter Vorversuche mit Plasma des Labor-
personals sowie mit Poolplasma, dem nach Charco-
alvorbehandlung definierte Steroidmengen zugesetzt
worden waren (unveröffentlicht), sind wir sicher,
daß sich bei systematischer Untersuchung dieser
Frage wesentliche Abweichungen von unseren Er-
gebnissen nicht finden werden.
Obwohl bei unseren Proben keine besondere Sorg-
falt bezüglich Sterilität verwendet wurde, jedoch ei-
ne Reihe von Bakterien beschrieben worden sind,
die in der Lage sind, Steroide zu metabolisieren (11,
12), sind je nach Verunreinigung der Proben unter-
schiedliche Ergebnisse denkbar.
Zusammenfassend kann aus unseren Untersuchun-
gen für die Haltbarkeit von Steroiden und ihrer Bin-
dung an Plasma-Proteine abgeleitet werden:
1. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von Ste-
roiden beeinflußt die Meßergebnisse nicht, so daß
zeitlich versetzte Mehrfachanalysen aus einer Plas-
maprobe möglich sind.
2. Die Lagerung von Plasma bei 4 °C (Kühlschrank)
oder 22 °C (Raumtemperatur) führt bei einigen Ste-
roiden zu einem Abfall gegenüber den Kontrollen
(östrogene, Aldosteron, Androstendion). Die Mit-
telwerte der Meßergebnisse liegen jedoch im 2 SD-
Bereich und bleiben deshalb in der Regel interpre-
tierbar. Die Lagerung der Plasmaproben bei 4 °C er-
gibt keine wesentliche Verbesserung.
3. Auch nach Lagerung der Proben als Vollblut wa-
ren die Abweichungen für die Messung der Gesamt-
steroide meist nicht sehr groß und lagen oft im Be-
reich der gleichartig behandelten Plasmaproben. Sie
betrugen jedoch bei Aldosteron und Androstendion
mehr als 10%.
4. Bemerkenswert stabil waren die Bindungen von
Steroidhormcnen an Plasmaproteine. Allein nach'
Lagerung von Vollblut bei Raumtemperatur über 4
Tage fanden sich deutliche und für eine sinnvolle In-
terpretation nicht mehr akzeptable Abweichungen
für das freie Cortisol und das freie Testosteron.
5. Da die Abweichungen der Meßdaten von Stero-
iden bei den Untersuchungen innerhalb des 2 SD-
Bereiches lagen, scheint es erlaubt, Meßdaten von
Steroiden auch dann klinisch zu interpretieren, wenn
präanalytische Störfaktoren, wie Lagerung und
Temperatur nicht exakt eliminiert wurden. Hiervon
sind die Messungen der freien Steroide nach Lage-
rung als Vollblut jedoch ausgenommen.
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